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(54) Composes polymeres de I'acide glucuronique, procede de preparation et utilisation notamment en tant que 
moyens gelifiants, epaississants, hydratants, stabilisants, chelatants ou floculants. 

r 1 r^*<«i A,^ 



\S7J La presente invention concerne en tant que produit in- 
aOstriel nouveau un compose polymere de I'acide glucuro- 
nique caracterise en ce qu'il est choisi parmi i'ensemble 
constitue par 

(a) les acides D-polyglucuroniques a enchamement p(1- 
4) de fonmule 



maine alimentaire, .'pharmaceutique en therapeutique hu- 
maine ou veterinaire, cosmetique ou de I'epuration des 
eaux, en particulier en tant que moyen gelifiant, epaissis- 
sant, hydratant, stabilisant, chelatant ou floculant, et (ii) 
dans la preparation d'oligosaccharides. 




dans laquelle n ejj^n^qpbr^fayapbu nerval eurwoyenne 
c$jgg$^i^ •> 

(b) les esters correspond ants, 

(c) les ethers correspondants, et 

(d) leurs melanges. 

bile concerne egalement le procede de preparation de 
ce nouveau produit par fermentation, de preference par fer- 
mentation de la souche Rhizobium meliloti NCIMB 40472. 

Ce nouveau produit est utile notamment (i) dans le do- 



HI llll II II II II Hi 



BNSDOCID: <FR 26A8222A1 _l_> 




A 

COMPOSES POLYMERES DE L'ACIDE GLUCURONIQUE , PROCEDE DE 
PREPARATION ET UTILISATION NOTAMMENT EN TANT QUE KOYENS 
GELIFIANTS , EPAISSISSANTS , HYDRATANTS , STABILISANTS , 
CHELATANTS OU FLOCULANTS 



DOM&INE DE L 1 INVENTION 

La presente invention a trait, en tant que pro- 
duits industriels nouveaux, a des composes polymer es de 
l f acide glucuronique , a savoir les composes polyglucuro- 

5 niques a enchainement p(l-4) de formule I ci-apres. Elle 

concerne egalement le procede de preparation de ces 
nouveaux composes ainsi que leur utilisation, notamment 
en tant que moyens gelifiants, epaississants, hydratants, 
stabilisants , chelatants, floculants, epurants et suscep- 

10 tibles de former des fibres, d'une part, et en tant que 
materiaux de depart pour la preparation de composes 
oligosaccharides, d 1 autre part. 

Elle vise egalement en tant que nouveau produit 
industriel une souche bacterienne particuliere apparte- 

15 nant a I 1 ensemble des Rhlzoblum, a savoir la souche 
Rhizobium melllotl NCIMB 40472, qui est utile dans la 
preparation desdits composes polymeres de l'acide glucu- 
ronique par fermentation. 
ART ANTERIEUR 

20 Des polysaccharides , tels que les polymeres de la 

presente invention, qui sont constitues exclusivement de 
motifs ou unites acide glucuronique a enchainement 
p(l-4), n'ont pas encore ete decrits jusqu'a maintenant. 




L f art anterieur le plus proche, connu du Titulai- 
re de la presente invention comprend l f acide hyaluronique 
decrit notamment dans I'ouvrage Merck Index, lie edition, 
(1989), pages 751-752 (produit No 4675), d'une part, et 

5 le polysaccharide decrit dans le document FR-A-2 378 092, 
d 1 autre part . 

L' acide hyaluronique est un polysaccharide natu- 
rel constitue d'un motif repetitif h deux unites : une 
unite acide glucuronique et une unite glucosaminidique. 

10 Dans ce polysaccharide, ces deux unites sont alternees ; 
1 1 unite acide glucuronique presente un enchainement 
JB ( 1-3 ) et 1 1 unite glucosaminidique un a- enchainement 
p ( 1-4 ) . La f ormule developpee de 1 'acide hyaluronique 
fournie dans le Merck Index precite est -la . suivante Y 

15 



20 



25 




Le polysaccharide du document FR-A-2 378 09 2 est 
produit par voie exocellulaire a partir d'une souche de 
Pseudomonas NCIB 11264 (ATCC 31>260) et comprend un motif 
repetitif constitue de 7 unites D-glucose (une unite de 
glucose substitue en position 6, deux unites de glucose 
disubstitue en position 4, deux unites de glucose substi- 
tue en position 3 et deux unites de glucose disubstitue 
en positions 4,6) et de 1 unite de D-galactose substitue 
en position 3, ce motif repetitif etant esterifie avec 1 
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unite acide acetique et 1 unite acide pyruvique, la 
chaine laterale du polymere se terminant par une unite 
4 , 6-0- ( 1-carboxyethylidene ) -D-glucose . 

On sait par ailleurs que la souche sauvage 
Rhizobium m&liloti M5N1 (reference donnee par le Titulai- 
re de la presente invention), isolee du sol, a^ite decri- 
te par J- COURTOIS et al., J. Bacteriol . — ( 1988 ) , 170 , 
pages 5925-5927. Dans les conditions de fermentation, 
donnees ci-apres , cette souche produit des polysacchari- 
des pr§sentant des liaisons glycosidiques p(l-3) et en 
particulier le pol-ymere repondant a- la formule 



15 



20 



25 



30 



35 



-f*-4)B-D~glc -<1 -^4)-0-D-glc (1 -i*3)B-0-gal (1 -»-4) -a-0-glc (lj— 



S-O-glc -(-1 -*-3)$-D-glc (1 — *-3)-8-0-glc -{1 -^6)-3-0-g1c (III) 



o p 



\/ 

H 3 C-C-C0 2 H 



+ Succinate 
+ Acetate 



qui a ete determinee par A, HEYRAUD et al. , Int. J. 
Macromol., (1986), 8 f pages 55-88. 

On sait enfin de 1' article de G. De RUITER et 
al., Carbohydrate Polymers, (1992), 18, pages 1-7 que des 
composes polyglucuroniques a enchainement p(l-4) ont ete 
isoles a partir de polysaccharides exocellulaires pro- 
duits par des moisissures appartenant a l'ordre des 
mucorales. Ces composes polyglucuroniques, qui ont un Mw 
compris entre 5 500 et^lO 000 daltons (i.e. un dp de 30 a 
5 6 environ) selon les indications fournies dans le ta- 
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bleau I page 3 dudit article , sont en fait des oligo- 
saccharides qui sont structure llement differents notam- 
ment par leur degre de polymerisation des polysaccharides 
selon 1 1 invention • De plus, ledit .article ne decrit ni ne 

5 suggere les polysaccharides de dp moyen superieur a 200, 
et en particulier de dp moyen superieur ou egal a 30 0, 
selon 1' invention. En particulier, il ne decrit ni ne 
suggere la presence ou 1 1 obtention de polysaccharides 
exclusivement D-polyglucuroniques - a enchainement p ( 1-4 ) 

10 et de dp eleve, parmi les polysaccharides exocellulaires 
produits par les moisissures appartenant a l'ordre des 
mucorales et utilises comme sources d 1 oligosaccharides de 
Mw allant de 5 500 a 10 000 daltons. 
BUT DE L 1 INVENTION 

15 Le but de I 1 invention est" "de fournir de nouveaux 

polysaccharides qui soient structurellement differents de 
I'acide hyaluronique precite et des autres polysacchari- 
des de l'art anterieur, notamment les produits polymeres 
mentionnes ci-dessus et les alginates, d'une part, et qui 

20 soient industriel lenient utiles, notamment en tant que 
moyens gelifiants, * epaississants , hydratants, stabili- 
sants, chelatants, flocularits, epurants et susceptibles 
de former des fibres , destines notamment au domaine 
alimentaire, dietetique, pharmaceutique (en therapeutique 

25 humaine ou veterinaire) , cosmetique, -agricole, de 1'epu- 
ration des eaux, des peintures, d 1 autre part. 

On se propose egalement de fournir un procede de 
preparation de ces nouveaux polysaccharides, qui sont des 
composes polymeres de I'acide glucuronique a enchainement 

30 p(l-4). 

De plus, on se propose d ! utiliser ces nouveaux 
polysaccharides en tant que source pour 1 1 obtention de 
composes appartenant a l 1 ensemble des oligosaccharides. 

II existe en particulier un besoin en materiaux 
35 polymeres pour remplacfer notamment I'acide hyaluronique 
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( principal ement) et les alginates (a la rigueur) . Pour 
satisfaire ce besoin, les chercheurs ont essaye de propo- 
ser des produits qui soient aussi interessants que 
1 ■ acide hyaluronique . cet ob j ectif particulier est 
atteint par la presente invention. Pour remplir ce but et 
fournir de nouveaux produits appartenant a l f ensemble des 
polysaccharides, on a recherche a mettre au point de nou- 
veaux composes polymeres de l f acide glucuronique qui 
soient utiles industriellement . 

OB JET DE L f INVENTION 

Selon un premier aspect de l 1 invention, on preco- 
nise un nouveau compose polymere de l 1 acide glucuronique 
caracterise en ce qu'il est choisi parmi I 1 ensemble cons- 
titue par 

(a) les acides D-polyglucuroniques a en chain ement 
p(l-4) de formule 



20 



25 



COOH 




(I) 



30 



35 



dans laquelle n/,est un nombre ayant une valeur 
mbyenne comprise entre environ 300 et 2500, 

(b) les esters correspondants , 

(c) les ethers correspondants, et 

(d) leurs melanges. 
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Selon un second aspect de 1 1 invention r on preco- 
nise un procede de preparation d'un tel compose polymere 
de 1 1 acide glucuronique . 

Plus precisement, on vise ici un procede de 

5 preparation d'un compose polymere d 1 acide glucuronique de 
fbrmule I ou de l'un de ses esters dans lesquels les 
fonctions alcool OH sont partiellement O-acetyiees, ledit 
procede etant caracterise en ce qu'il comprend la 
fermentation, en presence, d'un., milieu nutritif contenant 

10 une source d 1 azote , une source de carbone et des sels,' 
d'une souche bacterienne appartenant a l 1 ensemble des 
Rhlzobium et produisant des polysaccharides quand elle 
est cultivee a pH 7 dans un milieu nutritif aqueux 
contenant 1 g/1 de K 2 HP0 4 , "0,2-g de MgSO*.7H 2 O f 1 g/1 de 

15 NH4NO3 et 10 g/1 de glucose. 

Selon un troisieme aspect de l f invention, on vise 
en tant que produit industriel nouveau la souche 
Rhizobium meliloti NCIMB 40472 (reference donnee par le 
Titulaire de la presente invention : . M5N1 CS ) qui est 

20 obtenue par mutation de la souche sauvage M5N1 precitee. 

Selon un quatrieme aspect de l 1 invention, on pre- 
conise 1 'utilisation desdits composes polymeres de 1* aci- 
de glucuronique, notamment dans le . domaine alimentaire, 
pharmaceutique (en therapeutique humaine ou veterinair e ) , 

25 cosmetique ou de l'epuration des eaux, en particulier en 
tant que moyens gelif iants , epaississants , hydratants , 
stabilisants, plastif iants , chelatants ou floculants, ou 
encore en tant que moyens filmogenes ou formant des 
fibres et des fibres. 

30 Selon un cinquieme aspect de 1' invention, on pre- 

conise 1 'utilisation desdits composes dans la preparation 
d' oligosaccharides notamment utiles en agriculture. 
ABREVIATIONS 

Par commodite,' les abreviations suivantes ont ete 
35 utilisees dans le texte de la presente invention. 
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Ac = acetyl e 

Bu = n -butyl e 

dp = degre de polymerisation 

Et - ethyle 

5 EtO = ethyloxy 

gal = galactose — 

glc = glucose 

A. glue = acide glucuronique 

HPLC = chromatographie liquide haute performance 
10 iBu = isobutyle 

iBuO = isobutyloxy 
iPr = isopropyle 

iPrO = isopropyloxy 

Ml ~" = milieu nutritif aqueux d 1 identification conte- 
15 nant 1 g/1 de K 2 HP0 4/ 0,2 g de MgS0 4 .7H 2 0, 1 g/1 

de NH4NO3 et 10 g/1 de glucose et permettant de 
distinguer par culture a pH 7 les souches de 
Rhizobium qui produisent des PS de celles qui 
n'en produisent pas 
20 M2 = milieu nutritif aqueux de production, prefere 

selon 1' invention, contenant 1 g/1 d'extrait de 
levure, 1 g/1 de K s HP0*, 0,2 g/1 de MgS0^.7H 2 0 et 
10 g/1 de glucose, fructose ou saccharose 
M5N1 = souche sauvage de Rhizobium meliloti decrite 
25 par J. COURTOIS et al . , J . Bacterial., (1988), 

170 , pages 5925-5927 
M5N1 CS = souche de Rhizobium meliloti selon 1' invention, 
obtenue par mutation de la souche sauvage M5N1 
et deposee aupres du NCIMB sous le No 40472 
30 Me = methyl e 

MeO = methyloxy 

Mw =r poids moleculaire moyen en poids 

NCIMB = National Collection of Industrial and Marine 

Bacteria, (il s'agit d'un organisme britannique 
35 agree pour le depot de souches) 
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Pr 




n-propyle 


PS 




polysaccharide 


RT 




temperature ambiante ( 15-25 °C) 


sBu 




s.-butyle 


sBuO 




s . -butyloxy 


tBu 




t . -butyl e 


tBuO 




t? -butyloxy 


Vi 




viscosite intrinseque (ou £7 ) 



10 DESCRIPTION DETAILLEE DE L 1 INVENTION 

-Les composes polymeres de 1* acide glucuronique 

selon 1 r invention comprenrient done les acides polyglucu- 

roniques de formule I, leurs esters, leurs ethers et 

leurs melanges* - r - ~ 

15 Plus precisement, un tel compose polymere de l'a- 

cide glucuronique est choisi pariui l 1 ensemble constitue 

par 

- les acides polyglucuroniques de formule I, 

- les esters des acides polyglucuroniques de formule I 
20 dans lesquels le reste OH d f au moins un groupe acide 

carboxylique COOH est remplace par un reste alkoxy en 

C1-C4 r 

- les esters des acides polyglucuroniques de formule I 
dans lesquels I'atome d'hydrogene d'au moins un groupe 

25 alcool OH est remplace par un reste acyle aliphatique en 

- les esters des acides polyglucuroniques de formule I 
dans lesquels (i) le reste OH d'au moins un groupe acide 
carboxylique COOH est remplace par un reste alkoxy en Ci- 

30 C 4 , et (ii) I'atome d'hydrogene d f au moins un groupe 
alcool OH est remplace par un reste acyle aliphatique en 

- les ethers des acides polyglucuroniques de formule I 
dans lesquels 1 1 atome . d 1 hydrogene d'au moins un groupe 

35 alcool OH est remplace par un reste alkyle en Ci-C*, 
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les ether-esters des acides polyglucuroniques de 
formule I dans lesquels (i) le reste OH d'au moins un 
groupe acide carboxylique COOH est remplace par un reste 
alkoxy en d.- C*, et (ii) I'atome d'hydrogene d'au moins 
5 un groupe alcool OH est remplace par un reste alkyle en 
Ci C4 f et 

- leurs melanges. 

Les groupes alkoxy precites en C X -CU peuvent etre 
a chaine hydrocarbonee lineaire ou ramifiee, ils compren- 
lO nent les groupes MeO, EtO, Pro, iPrO, BuO, iBuO, sBuO et 
tBuO. 

Les groupes alkyle precites en Ci-C* peuvent etre 
a chaine hydrocarbonee lineaire ou ramifiee, ils compren- 
nent les groupes Mey "Et, Pr, iPr, Bu, iBu, sBu et tBu. 
15 Les groupes acyle aliphatiques en C 2 -C^ peuvent 

etre a chaine hydrocarbonee lineaire ou ramifiee, ils 
comprennent les groupes Ac, COEt, COPr, COiPr. 

Le produit prefere selon 1' invention, a un de 
80 000 a 400 000 daltons et est choisi parmi l 1 ensemble 
20 constitue par 

- les acides polyglucuroniques de formule I , 

- les esters du type acetate correspondants dans lesquels 
les fonctions alcool OH sont partiellement O-acetylees, 
chaque cycle acide glucuronique de la formule I compor- 

25 tant au plus 33 % en poids de groupes 0-CO-CH 3 (i.e. OAc) 
par rapport au poids dudit cycle acide glucuronique. 

Dans ce dernier cas, la fonction acetyloxy est 
localisee soit en position 2, soit en position 3, soit 
encore en positions 2 et 3 du cycle acide glucuronique. 

30 Bien entendu r il est possible d'eliminer ladite 

fonction acetyloxy. La desacetylation est realisee a un 
pH super ieur a 8,0 a RT (le pH superieur a 8,0 etant 
obtenu au moyen d'une base forte notamment un hydroxyde 
de metal alcalin comme NaOH ou KOH) . Ainsi, 7-8 heures a 

35 RT et a pH 11 suffisent pour desacetyler le compose poly- 
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mere comportant jusqu'a 33 % en poids de groupe OAc par 
rapport au -poids du cycle acide glucuronique • 

Le polymere desacetyle qui repond a la formule I 
ci-dessus peut etre represents par la formule abregee : 
5 A. glue p l-[->4 A. glue p l-]»->4 A. glue (Io) 

Les souches bact^riennes, qui conviennent pour la 
mise en oeuvre du procede de preparation selon l 1 inven- 
tion, sont celles qui (i) appartiennent a 1 1 ensemble des 
Rhizobium et ) produisent des PS quand elles sont 
10 cultivees a pH 7 dans un milieu nutritif aqueux d'iden- 

- tification, a savoir le milieu Ml qui contient 1 g/1 de 

K^HPOa r 0,2 g de MgS0*.7H*0, 1 g/1 de NH 4 N0 3 et 10 g/1 de 
glucose • 

Parmi- les souches bacteriennes qui conviennent, 

15 on peut notamment - citer les souches de Rhizobium meliloti 
et les souches apparentees qui contiennent toutes un seul 
plasmide ayant un Mw d 1 environ 100 000 a 150 000 daltons. 
Parmi cell^s-ci, la souche preferee selon l f invention est 
la souche Rhizobium meliloti NCIMB 40472. 

20 Le procede de preparation d ! un compose polymere 

de I 1 acide glucuronique , selon l f invention, comprend la 
fermentation en^ presence d'une source d 1 azote, d'une 
source de carbone et de sels, d'une souche bacterienne 
appartenant a l 1 ensemble des Rhizobium^ qui produisent des 

25 PS par culture a pH 7 dans le milieu aqueux Ml precite. 

Selon ce procede , la production dudit compose 
polymere peut etre soit intracellulaire soit le plus sou- 
vent exocellulaire. En pratique, pour une production 
exocellulaire, ladite fermentation est effectuee au moyen 

30 d'un milieu aqueux contenant 0,5 a 2 g/1 de K 2 HP0^, 0,05 
a 0,3 g/1 de MgS0 4 , 0,8 a 3 g/1 d'extrait de levure et 7 
a 20 g/1 de sucre, a une temperature de 25 a 40 °C. Le 
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milieu nutritif peut contenir un sucre quel'conque, le 
sucre prefere est notamment choisi parmi le glucose, le 
fructose, le saccharose et leurs melanges. 

Par incubation dans un tel milieu aqueux, pen- 

5 dant une duree appropriee (de preference inferieure ou 
egale a 100 h ou a la rigueur superieure a 100 h), les 
bacteries produisent (tant dans la phase de croissance 
que dans la phase stationnaire de non-proliferation) , un 
compose polymere de I'acide D-glucuronique qui, est le 

lO produit de fonnule I ou l f un de ses esters dans lequel 
les fonctions alcool OH sont partiellement O-acetylees . A 
partir de ce compose, on obtient les autres esters et/ou 
ethers selon une mfethode connue en soi. 

De- preference, pour I'obtention dudit__ compose 

15 polymere de l'acide glucuronique selon l 1 invention, le 
milieu aqueux de fermentation-incubation renfermera 1 g/1 
d'extrait de levure, 1 g/1 de K 2 HPCU, 0,2 g/1 de 
MgS0 A .7H 2 0 (source de MgSO A ) et 10 g/1 de sucre (de 
preference glucose, fructose ou saccharose),- a une 

20 temperature de 30° C, a un pH de 7 (obtenu par addition de 
NaOH ou KOH), avec p0 2 de 30 a 100 % (selon le degre 
d'acetylation souhaite) • 

De fagon avantageuse, cette fermentation est mise 
en oeuvre a partir d'une population b^cterienne superieu- 

25 re ou egale a 10 2 bacteries/ml et mieux superieure ou e- 
gale a 10 4 bacteries/ml. On recueille le milieu liquide 
de fermentation incube pendant une duree inferieure ou 
egale a 100 h, qui contient le compose polymere polyglu- 
curonique selon 1 1 invention, ^ des que la population 

30 bacterienne est superieure ou egale a 10 9 bacteries/ml. 
Dans cette optique, les bacteries sont separees du milieu 
de fermentation notamment par filtration ou dialyse (en 
particulier sur membrane) ou encore par centrifugation 
afin de recueillir ledit compose polymere polyglucuroni- 

35 que contenu dans le jus de fermentation. 
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Ce compose polymere polyglucuronique est isole du 
filtrat, dialysat ou surnageant resultant, soit par pre- 
cipitation au moyen d'un solvant organique tel que EtOH, 
PrOH, iPrOH, MeCOMe ou un solvant analogue , soit par 
5 precipitation en milieu acide a un pH inf erieur ou egal a 
3. 

De fagon avantageuse, quand le compose polymere 
polyglucuronique est obtenu par precipitation au moyen 
d!un solvant organique, on recommande d'operer a basse 

10 temperature, de preference a une temperature de l'ordre 
de 4°C ; le precipite est alors recueilli par centrifuga- 
tion puis .seche (notamment sous vide a RT) • 

De fagon egalement avantageuse, quand le compose 
polymere polyglucuronique est obtenu par precipitation en 

15 milieu acide, il est recueilli par centrifugation, lave a 
1 1 eau et disperse sous agitation dans une solution aqueu- 
se a pH superieur ou egal a 8,0 pour etre purifie ; le 
compose polymere polyglucuronique ainsi dissous en milieu 
alcalin est . aussitot reprecipite au moyen d'un solvant 

20 organique comme indique ci-dessus, 

A partir du polymere desacetyle, on peut former 
les esters _de la fonction acide carboxylique COOH par. al- 
kylation selon une methode connue en soi. On peut egale- 
ment obtenir les esters de la fonction alcool OH par 

25 reaction du compose desacetyle de f orniule I avec un acide 
approprie selon une methode connue en soi, Les ethers de 
la fonction alcool OH sont obtenus a partir. dudit compose 
desacetyle par application d'un mecanisme reactionnel 
egalement connu en soi. II en est de meme pour les esters 

30 des f onctions COOH et OH et les * §ther-esters . 

Les composes polymeres polyglucuroniques a 
enchainement p(l-4) selon I 1 invention, sont utiles dans 
plusieurs domaines, a savoir : 

l 1 Industrie alimentaire tant humaine qu'animale, 

35 notamment en tant qu' agents epaississants ou texturants ; 
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- 1 1 industrie des papiers et cartons, notamment en tant 
qu'additifs ou moyens de couchage, voire meme en tant que 
fibres ; 

- I 1 industrie textile, notamment en tant gu 1 agents mor- 
5 dants et en tant que fibres ; 

- 1 1 industrie cosmetique , notamment en tant qu 1 agents 
epaississants, texturants, hydratants et/ou stabilisants; 

- 1' industrie pharmaceutique (en therapeutique humaine et 
. veterinaire, d'une part, en chirurgie, d 1 autre part, et 

10 en galenique, d 1 autre part), notamment en tant qu ! agents 
de texture , d 1 enrobage , de. stabilisation , de resorbage , 
en tant qu'additifs pour pansement ou peau -artif icielle ; 

- 1' industrie photographique , notamment en tant qu f agents 
f ilmogenes ; _ . . 

15 - 1* industrie des explosifs, notamment en tant qu 1 agents 
de dessiccation ou moyens plastifiants ; 

- I 1 industrie des detergents et tensioactifs ; 

- 1'ingUistrie des encres, peintures, vernis, laques, 
adhesifs et emaux, notamment en tant qu'additifs epais- 

20 sissants, texturants ou plastifiants; 

- I 1 industrie du traitement des metaux (en - particulier 
pour le decapage) et celle du traitement des eaux, notam- 
ment en tant qu 1 agents chelatants ou floculants ; 

- I 1 industrie des forages, notamment en tant qu'additifs 
25 pour boues de forage ; 

- I 1 agriculture, notamment en tant que support d f enroba- 
ge ; 

- I 1 immobilisation de cellules et en tant que support de 
culture. 

30 Les composes polyglucuroniques, selon l 1 inven- 

tion, se sont reveles parti culierement utiles industriel- 
lement en remplacement de l'acide hyaluronique dans les 
domaines ou ledit acide hyaluronique est intervenu 
jusqu'a present • 
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Les composes polyglucuroniques , selon I 1 inven- 
tion , sont plus precisement tres efficaces en therapeuti- 
que humaine et veterinaire, d'une part, et en chirurgie, 
d 1 autre part, en raison de leur aptitude a former des fi- 

5 bres et des fils ou files. En particulier, les fils en 
polymere polyglucuronique selon 1' invention conviennent 
parfaitement pour la realisation de points de suture, ils 
ont une structure eliminable par biodegradation ou trai- 
"* tement: a ~l'eau. De ce fait, ils presentent une grande 

10 analogie avec les fils constitues d 1 acide hyaluronique et 
sont tres interessants dans le domaine de la viscochirur- 
gie. ~ 

Les fibres et fils polyglucuroniques sont egale- 
meht tres perfottnants dans le domaine papetier et le do- 

15 maine textile. 

Les composes polyglucuroniques, selon 1' inven- 
tion, sont egalement utiles dans le domaine de la prepa- 
ration d 1 oligosaccharides D-polyglucuroniques a enchaine- 
ment -p( 1-4 )• Plus precisement, les OS sont obtenus par 

20 hydirolyse notamment acide ou enzymatique desdits composes 
polymeres D-polyglucuroniques a enchainement £(1-4). 

- Cette hydrolyse peut etre realisee, soit (i) en 
presence des bacteries Rhizobium meliloti NCIMB 40472, en 
continuant la fermentation dans le milieu M2 pendant plus 

25 de 100 h, soit (ii) par incubation des composes polymeres 
polyglucuroniques a enchainement p(l-4) ou du jus de fer- 
mentation les contenant pendant plus de 100 h a une tem- 
perature de 2 0-40 °C, soit (iii) par clivage enzymatique 
notamment au moyen d'une cellulase, soit encore (iv) par 

30 clivage en milieu acide a pH inf erieur ou egal a 3 , pen- 
dant au moins 90 h a 100° C. 

Les OS ainsi obtenus puis seches ont, apres iso- 
lation, uft^sdf>!^^ia^ a chaine 
courte, de 10 a 50 pour les OS de taille moyenne, et de 

35 50 a 100 environ pour ceux ayant une chaine longue. Les 
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OS preferes selon 1' invention ont un dp compris entre 5 
c et 20. 

Ces OS qui comportent des unites d 1 acide glucuro- 
nique sont en particulier utiles dans le domaine de 
5 l 1 agriculture, eu egard a leurs effets benefiques sur : 

- les cultures vegetales in vitro, 

- les croissances racinaires (notamment la formation de , 
poils absorbants), 

- I 1 induction d'un systeme de defense chez les plantes 
lO vis-a-vis des bacteries, moisissures , " virus et autres 

agents cliniques exterieurs, et 

-.la protection des sentences, en tant qu'additifs pour 
enrobage . 

Ces OS sont egalement utiles dans le domaine 

15 pharmaceutique , en therapeutique humaine et veterinaire 
ou dans le domaine du diagnostic, notamment en tant que 
moyen de ciblage d 1 ingredients actifs. 
MEILLEUR MODE 

Le meilleur mode de mise en oeuvre de l 1 invention 

20 ; consiste a fournir un acide polyglucuronique de formule I 
ayant un Mw de I'ordre de 80*000 a 400 000 daltons. Cet 
acide -polyglucuronique est obtenu a partir de la souche 
bacterienne Rhizobium meliloti NCIMB 40472. 

De fagon pratique, on precede a 1 1 ensemencement 

25 d f un milieu nutritif aqueux contenant, 1 g/1 d'extrait de 
-l- evure — g/l— i derK^HPO* , 0,2 g/-r~de MgSOiT7H 2 0 et TCTg/lT 
de glucose, fructose ou saccharose (i.e. le milieu M2 
precite), a une temperature de 30° C, a un pH de 7, avec 
p0 2 de 30 a 100% au moyen de ladite souche Rhizobium 

30 meliloti NCIMB 40472 de fagon a avoir dans le milieu de 
fermentation de depart pour cette souche une population 
bacterienne d'au moins 10 4 bacteries/ml. La fermentation 
est effectuee jusqu'a ce que I'on obtienne une population 
bacterienne d'au moins 10 9 bacteries/ml (elle peut etre 

35 pour sui vie selon la production souhaitee) . On separe les 
bacteries du milieu de fermentation par filtration tan- 
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gentielle sur un filtre ou une membrane filtrante de 2 00 
nm de porosite. Le filtrat qui contient l'acide 
polyglucuronique eventuellement acetyle est traite avec 
EtOH, iPrOH ou MeCOMe a '4°C. Le precipite ainsi obtenu 
5 est recueilli par filtration puis seche. Le polymere, 

ainsi obtenu, remis en solution peut etre ensuite 
desacetyle a pH 11 ; pendant au moins 7 h et au plus 24 h 
a RT . 

En pratique, la duree totale de f ermentation- 

10 incubation du milieu nutritif (milieu M2 .ou milieu analo- 
gue contenant un sucre different du glucose, du fructose 
et du saccharose) avec la souche Rhizoblum meliloti NCIMB 
4047 2 pour la production des polysaccharides de formule I 
et de leurs esters correspondants (dans lesquels la fonc- 

15 tipn alcool OH est partiellement acetylee) est inferieure 
egale ou superieure a 100 h, a 30° C et a pH 7 . Cette 
production est realisee (a) pendant la phase de 
croissance de la souche, et/ou (b) pendant la phase de 
non-proliferation de celle-ci apres que la population 

20. bacterienne ait atteint au moins la valeur de 10 9 
bacteri.es/ml. Quand la duree est, nettement inferieure a 
100 h, on favorise la production des PS de l f invention 
ayant un Mw se situant dans la partie haute de l f inter- 
: vaile 80 000-400 000 daltons ; quand la duree est supe- 

25 rieure a 100 h, on favorise la production des PS ayant un 
Mw se situant dans la partie basse de' cet intervalle, et 
des OS • 

D 1 autres avantages et caracteristiques de 1 1 in- 
vention seront mieux compris a la lecture d'exemples de 
30 preparation et de resultats d'essais qui suivent, Bien 
entendu, I 1 ensemble de ces 'elements n'est nullement 
limitatif mais donne a titre d' illustration. 

PREPARATION I 

Obtention de la souche Rhizobium meliloti NCIMB 40472 
35 a ) Mutation 

On procede a la mutation de la souche sauvage 
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M5N1 precitee au moyen de N-methyl-N 1 -nitro-N-nitrosogua- 
nidine . 

b) Selection - 

Le melange des bacteries vivantes obtenues apres 

5 mutation est ensemence sur le milieu Ml . Ce milieu sert a 
eliminer les bacteries jugees ici non interessantes selon 
un caractere d ' auxotrophie . Le glucose contenu dans Ml 
remplit deux fonctions : il intervient en tant que source 
de carbone, d'une part, et il permet de distinguer les 

10 bacteries mutees ou non-mutees, qui ne produisent pas de 
PS, des bacteries mutees produisant des PS en presence 
dudit glucose. 

Les colonies produisant des PS sont cultivees sur 
milieu au bleu d 1 aniline. Le milieu au bleu d 1 aniline 

15 permet de distinguer les souches r qui- repondent positive- 
ment audit milieu et ont des liaisons glycosidiques 
J3(l-3), des souches repondant negativement que l'on 
recueille. 

Les souches.-. ainsi recueillies sont analysees 

20 quant a leur contenu en DNA extrachromosomique (i.e. leur 
contenu plasmidique). On applique le protocole de lyse 
directe mis au point par T • ECKHARDT Plsismid f (1978), 1^, 
pages 584-588, sur lesdites souches, 

Les .profils plasmidiques desdites souches sont 

25 compares a celui de la souche sauvage M5N1 de depart, 
afin de reperer et de ne retenir que les souches presen- 
tant un contenu plasmidique modifie. On a ainsi retenu 
une souche, qui ne comporte qu'un seul plasmide de Mw 
compris entre 100 000 et 150 000 daltons, et qui ne com- 

30 porte plus les plasmides constitutifs de la souche M5N1, 
a savoir : 2 plasmides de Mw = 1 000 000 daltons et 1 
plasmide de Mw = 90 00 0 daltons. 

Cette souche ainsi selectionnee a ete (i) contro- 
lee en ce qui concerne son pouvoir d 1 inf ectivite vis-a- 

35 vis de la luzerne (legumineuse specif ique de Rhizoblum 
meliloti ; la reponse a l f infection etant positive puis- 
que des nodules sont apparus sur des racines de luzerne), 
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puis (ii) deposee aupres d'un organisme agree- Cette sou- 
che est referencee NCIMB 40472. 
PREPARATION II 

Fermentation en condition de croissance 

5 Dans un ferment eur de 20 litres contenant 15 li- 

tres de milieu M2, on introduit I 1 inoculum de la souche 
Rhizobixxm meliloti NCIMB 40472 [1 "inoculum est constitue 
ici par 1 litre de M2 (en fiole d 1 Erlenmeyer ) contenant 
la souche NCIMB 40472 ] v L 1 inoculum est utilise quand la 

lO suspension bacterienne est de l'ordre de 10 9 bacteries/ 
: ml. La fermentation est effectuee avec les parametres 
suivants : 

temperature 30 ° C 

pH maintenu a 7 (addition de KOH 1M ou plus) 

,15 p0 2 30 a 100 % (selon le degre d'acetylation souhaite) 

agitation 100 t/min 

A 1' issue du processus de fermentation , le milieu 
peut contenir 1 a 5 g.l- x ,jour- x de polymere polyglucuro- 
nique a enchainement p(l-4) selon l 1 invention . Le rende- 

20 ..ment par rapport au sucre du milieu M2 varie ainsi entre 
20 et 85 % (les mesures sont effectuees en chromatogra- 
phie HPLC avec une colonne Beckman TSK 2000 SW et detec- 
tion par ref ractometrie ) . 
PREPARATION III 

25 Fermentation en condition de non-proliferation 

Les cellules sont cultivees dans les conditions 
(inoculum/milieu) decrites dans la preparation II ci- 
dessus. Lorsque la suspension dans le fermenteur atteint 
10 9 bacteries/ml de Rhizobium meliloti NCIMB 40472, on 

30 fait passer le milieu de fermentation au travers de mem- 
branes de microf iltration (200 nm de porosite) , les cel- 
lules sont lavees et recuperees (elles peuvent etre recu- 
perees directement par centrifugation en continu dans des 
conditions steriles ) . 

35 ces cellules sont lavees au moyen d'un milieu 

exempt d r azote comprenant : 
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K 2 HPO*, l g 

MgS04.7H 2 0, 0,2 g 

Hs>0 qsp 1 1 

et introduites ensuite dans un fermenteur contenant 15 
5 litres de milieu depourvu d' azote mais additionne de 10 
g/1 de glucose, fructose ou saccharose. 

Le fermenteur ainsi inocule a une concentration 
bacterienne d- 1 environ 10* bacteries/ml est soumis aux 
memes parametres que dans le cas . d'une production en 
lO croissance. 

A 1 ! issue de la fermentation, le milieu contient 
le meme polymer e que celui de la preparation II a une 
concentration analogue a celle de la fermentation en 
croissance. 
15 PREPARATION IV 

Fermentation en continu 
Le protocole operatoire est le meme que selon la 
production en croissance. En cours de production, on pre- 
leve un volume de milieu" qui est soumis en continu a une 

20 microf iltration, le filtrat contenant le polymere poly- 
glucuronique a enchainement p(l-4) est recupere, les bac- 
teries pouvant le cas echeant etre recyclees dans le fer- 
menteur avec un milieu de fermentation sterile correspon- 
dant a celui qui a ete sous-tire. 

25 PREPARATION V Isolation du polymere 

(a) Les bacteries sont eliminees du milieu de fermen- 
tation par filtration (en particulier filtration tangen- 
tielle sur filtre de 200 run de porosite, notamment filtre 
MICROSART MINI commercialise par la societe SARTORIUS) ou 

30 par centrifugation du milieu de fermentation de la 
preparation II, III ou IV. 

(b) Le compose polyglucuronique a enchainement (B(l-4) 
est recupere du filtrat ou du surnageant par precipita- 
tion avec un solvant - organique tel que EtOH, iPrOH ou 

35 MeCOMe. Quand on utilise iPrOH, ce solvant est ajoute au 




filtrat selon une proportion de 70 % v/v, le cas echeant 
en presence de NaCl 1M. On homog§neise 1' ensemble 
resultant et il se forme un precipite de compose poly- 
glucuronique (la precipitation est favorisee & basse 
5 temperature, notamment a + 4°C). Le precipite est re- 
cueilli par centrifugation et seche sous vide a RT. 
PREPARATION VI 

Isolation du polymere 
Apres l'etape (a) de la preparation V, on procede 

10 a la precipitation selon les modalites suivantes. 

(b) La precipitation est- realisee en milieu acide (on 

peut utiliser HCl ) et intervient a un pH voisin de 3. Le 
precipite obtenu est recupere par centrifugation, lave a 
l f eau puis disperse sous agitation dans une solution 

15 aqueuse a pH 8 ; le polymere se redissout, il est recupe- 
re par filtration avec un solvant organique comme indique 
a I'etape (b) de la preparation V, ou directement par se- 
chage ou deshydratation. 
PREPARATION VII Isolation, du polymere 

20 Le compose polyglucuronique a enchainement p(l-4) 

isole selon les modalites des preparations V et VI etant 
peu purifie, l f on recommande d' utiliser les conditions 
operatoires qui suivent pour obtenir un produit hautement 
purifie. 

25 Le filtrat ou surnageant obtenu selon l'etape (a) 

de la preparation V est purifie par ultrafiltration tan- 
gentielle avec une membrane dont la porosite est comprise 
entre 60 000 et 80 000 daltons. Pour purifier le concen- 
trat, on ecarte le filtrat et .^.'on remplace par de l'eau 

30 distillee* Cette operation est repetee jusqu'a ce que la 
purification desiree soit atteinte. Le polymere polyglu- 
curonique a enchainement p(l-4) est isole par evaporation 
sous vide a RT. 
PREPARATION VIII 

35 Desacetylation 
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Le polymere isole, obtenu selon la preparation 
VII qui contient au plus 33 % en poids de groupe OAc par 
rapport au poids de l 1 unite repetitive acide glucuronique 
est traite a un pH superieur a 8 au moyen de NaOH . Une 
5 nuit a RT et a pH 11 permet de desacetyler la molecule. 
ANALYSES 

(a) Les analyses effectuees sur les produits polyme- 

res obtenus selon les preparations V-VII, d'une part, et 
la preparation VI 1 1 ^ d 'autre part, ont permis de mettre 

10 en evidence que : 

1°) les produits des preparations V-VIII sont des compo- 
ses polymeres D-polygluciironiques exclusivement consti-" 
tues d 1 unites acide D— glucuronique f et presentant un 
enchainement p(l-4) _; 

15 2°) les produits des preparations V-VII sont des composes 
polymeres de I 1 acide D-glucuronique partiellement acety- 
les (au plus 33 % en poids comme indique ci-dessus) en 
position 2, en position 3 ou en positions 2 et 3 ; 
3°) le produit de la preparation VIII est desacetyle. 

'20 . (b) En ce qui concerne la stabilite, " on constate que 

les solutions du compose polyglucuronique selon les 
preparations V-VIII 'sont' stables a froid en milieu alca- 
lin, notamment a pH II ; si la temperature s'eleve, les 
substituants OAc sont clives. Ce compose polyglucuronique 

25 est egalement stable en milieu acide -mais precipite a un 
pH de 1 1 ordre de 3 . 

(c) En ce qui concerne la viscosite, on constate que 

la viscosite intrinseque (Vi) dans NaCl 0,1 M est de 65 0 
ml/g pour un Mw de 150 000 (le peut varier en fonction 
30 de la duree de fermentation entre 80 000 et 400 000 dal- 
~tons et mieux entre 100 000 et 350 000 daltons). Cette 
viscosite intrinseque est faible par comparaison avec 
celle du succinoglycanne produit par la souche sauvage 
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Rhlzobium meliloti M5N1 qui a une Vi de 5480 ml/g pour un 
Hw de 4 000 000 dal tons. Les resultats obtenus en ce qui 
concerne cette viscosite intrinseque sont comparables a 
ceux d'un alginate ayant, un Mw de 270 000 dal tons. 

5 Les solutions de composes polymeres polyglucuro- 

niqu.es selon l 1 invent ion ayant un Mw superieur a 3 00 000 
daltons a des concentrations de 20 a 30 g/1 forment 
quelques minutes apres . leur homogeneisation des gels 
fermes thermoreversibles . - - 

10 Aux memes concentrations dans l'eau, le polymere 

selon 1' invention ayant un Mw de l f ordre de 80 000 dal- 
tons, donne quelques minutes apres son homogeneisation un 
gel souple. Aux concentrations plus faibles, les solu- 
tions des polymeres selon l 1 invention se comportent comme 

15 des epaississants. 

(d) ■ Interaction avec les ions monovalents 

Les ions monovalents forment des gels avec les 
solutions des polymeres polyglucuroniques selon 1' inven- 
tion. Ces gels sont thermoreversibles. La formation du 
20 gel depend de la nature du cation, de la force ionique et 
de la concentration, la selectivity ionique etant la sui- 
vante : Na- < Li* < K* < NIU*. 

Avec • NIL***", on observe une transition conforma- 
tionnelle : la temperature de transition depend de la 
25 concentration en NIL** (NIUCl de 0 ,5 M 'a 1 ,5 M ou plus) et 
du taux d 1 acetate dans la molecule. 

Le gel, forme avec NIUCl 0,5 M et le compose po- 
lyglucuronique selon 1 1 invention a une concentration de 
10 a 15 g/1, portee a 100° C pendant 24 h n'est pratique- 
30 ment pas degrade. 

(e) Interaction avec les ions divalents 

En association avec des ions metalliques diva- 
lents notamment ceux des calcium, baryum, strontium, 
magnesium, zinc et cuivre divalent, des gels sont formes. 
35 Avec l'ion calcium, le' polysaccharide forme un gel qui 
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est comparable a ceux des acides pectiniques ("substances 
du type acide polygalacturonique) et des alginates (sub- 
stances du type copolymere acide mannuronique/acide 
guluronique ) . Contrairement aux acides pectiniques et 

5 alginiques, le compose polymere polyglucuronique selon 
1' invention, en solution dans l'eau et mis en presence de 
MgCls est capable de former un gel thermoreversible. 

Les gels peuvent etre formes directement au con- 
tact de Ca 2 - 1 " et des - composes polymeres polyglucuroniques 

lO a enchainement p(l-4) par dialyse ou toute autre methode 
permettant un contact progressif entre I'ion et lesdits 
composes polymeres. En particulier, ces gels peuvent etre 
formes en utilisant des reactif s permettant une gelifica- 
tion progressive-; : il est ainsi possible de former un gel 

15 a partir d f un compose polymere a 10 g/1 dans l'eau et de 
CaHPO*.2H 2 0 (a la concentration de 1,2 a 1,5 g/1) et.de 
gluconolactone (& la concentration de 4,5 g/1), apres 
homogeneisation , le gel . se forme dans la preparation 
maintenue immobile • 

20 Des gels f ermes peuvent etre obtenus" a partir de 

concentrations en compose polymere polyglucuronique selon 
I 1 invention de l^ordre de 3 g/1. 

En ce qui concerne la stability des gels deter- 
minee a partir de solutions aqueuses 4e compose polymere 

25 polyglucuronique selon l 1 invention en presence de Ca, on 
a constate ce qui suit : 
a 100°C 

- dans l'eau, le gel porte a une temperature de 100° c 
pendant 1,5 h ne subit pas de ^ modification, la force du 

30 gel (module) est inchangee apres 24 h (mesure de compres- 
sion ef f ectuee sur appareil INSTRON) , 

- dans HC1, le gel place a 100° C a des pH inferieufs a 2 
est stable pendant au moins 1 h, 

- dans NaOH, le gel place a 100° C a des pH de 8-13 est 
35 stable pendant au moins 1 h, 
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ble en trois fractions de dp 5-10 , 10-50 et 50-60 . 
PREPARATION XI 

Obtention d'un compose oligosaccharide 
La presente preparation illustre l 1 obtention d'OS 
5 par hydrolyse enzymatique. 

(a) On sonmet le compose polymere polyglucuronique a 

enchainement p(l-4) obtenu selon les modalites operatoi- 
res decrites dans la preparation V, VI ou VII, a une de- 
gradation enzymatique au nioyen d'une cellulase. 
10 (b) L f isolation du compose OS ainsi obtenu est effec- 

tuee comme indique a 1 l.etape (b) de la preparation IX. 
Apres ultrafiltration,, purification puis sechage, on ob- 
tient un OS ayant un dp de 5-60 separable en trois frac- 
tions de dp 5-10, 10-50 et 50-60. 
15 PREPARATION XII 

Obtention d'un compose oligosaccharide 
La presente preparation illustre 1 1 obtention d 1 OS 
par hydrolyse acide . 

(a) On soumet le compose polymere polyglucuronique a 
20 enchainement B(l-4) obtenu selon les modalites operatoi- 

res decrites dans la preparation V, VI ou VII, & une hy- 
drolyse acide pendant 9 6 h a pH 3 au moyen de HCl. 

(b) L 1 isolation du compose OS ainsi obtenu est effec- 
tuee comme indique a I'etape (b) de la preparation IX, 

25 Apres ultrafiltration, purification puis sechage, on ob- 
tient un OS ayant un dp de 5-60 separable en trois frac- 
tions de dp 5-10, 10-50 et 50-60. 

Les OS des trois fractions obtenues suivant les 
preparations IX-XII peuvent etre isoles par chromatogra- 

30 phie du type gel -filtration ou par toute autre methode 
permettant de separer les molecules en fonction de leur 
taille et/ou de leur masse. 
PREPARATION XIII 

Obtention de 1 1 acide glucuronique 

35 L 1 acide polyglucuronique de formule I obtenu par 
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desacetylation selon les modalites operatoires decrites 
dans la preparation VIII a ete sounds a une hydrolyse 
enzymatique poussee de fagon a fournir l'acide glucuronic 
que- 

L'acide glucuronique ainsi forme peut etre isole 
par ultrafiltration et purifie par chromatographie 
d'echanges d'ions, par electrodialyse ou toute autre me- 
thode appropriee permettant de separer . ledit acide des 
molecules plus, grandes et des sels presents dans le 
milieu d 1 hydrolyse enzymatique • 
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REVENDICATIONS 



10 



15 



20 



25 



30 



1. Compose polymere de 1' acide glucuronique caracte- 

rise en ce qu'il est choisi parmi 1' ensemble constitue 
par 

(a) les acides D-polyglucuroniques a enchainement 
p(l-4) de formule 



COOH 



COOH 
H/j— \ 0 



\0H kJ „ 




(I) 



OH 



dans laquelle n. est un nombre ayant une valeur 
moyenne comprise entre environ 30 0 et 2500, 

(b) 1§ju esters correspondants , 

(c) les ethers correspondants , et 

(d) leurs melanges. 

2. Compose suivant la revendication 1, caracterise 

en ce gu'il est choisi parmi I 1 ensemble constitue par 

- les esters des acides polyglucuroniques de formule I 
dans lesquels le reste OH d'au moins un groupe acide 
carboxylique COOH est remplace par un reste alkoxy en 

- les esters des acides polyglucuroniques de formule I 
dans lesquels l'atome d'hydrogene d'au moins un groupe 
alcool OH est remplace par un reste acyle aliphatique en 
C2-C4 , 

- les esters des acides polyglucuroniques de formule I 
dans lesquels (i) le reste oh d'au moins un groupe acide 
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carboxylique COOH est remplace par un reste* alkoxy en 
Ci-C 4 , et (ii) l'atome d 'hydrogens d'au moins un groupe 
alcool OH est remplace par un reste acyle aliphatique en 

C2"C4 / 

5 - les ethers des acides polyglucuroniques de formule I 
dans lesquels l'atome d'hydrogene d'au moins un groupe 
alcool OH est remplace par un reste alkyle en C x -C 4 , 

- les ether-esters des acides polyglucuroniques de 
formule "I dans lesquels (i) le reste OH d'au moins un 

lO groupe acide carboxylique COOH est remplace par un reste 
alkoxy en Cx-CU, et (ii) l'atome d'hydrogene d'au moins 
un groupe alcool OH est remplace par un reste alkyle en 
Ci"C4 f et 

- leurs, melanges .- 

15 3. Compose suivant la revendication 1, caracterise 

en ce qu'il a un poids moleculaire moyen en poids de 
80 000 a 400 000 daltons et est choisi parmi 1* ensemble 
constitue par 

- les- acides polyglucuroniques de formule I selon la 
20 revendication 1, 

- les esters acetate correspondants dans lesquels les 
fonctions alcool OH sont partiellement O-acetylees, cha- 
que cycle acide glucuroniq,. .. de la formule I comportant 
au plus 33 % en poids de groupes 0-CQ-CH 3 par rapport au 

25 poids dudit cycle acide glucuronique . 

4. Procede de preparation d'un compose polymere 

d 1 acide glucuronique de formule I selon la revendication 
1 ou de Tun de ses esters dans lesquels les fonctions 
alcool OH sont partiellement O-acetylees r ledit procede 

30 etant caracterise en ce qu'il comprend la fermentation, 
en presence d'un milieu nutritif contenant une source 
d' azote, une source de carbone et des sels, d'une souche 
bacterienne appartenant a 1 ' ensemble des Rhizobium et 
produisant des polysaccharides quand elle est cultivee a 

35 pH 7 dans un milieu nutritif aqueux contenant 1 g/1 de 
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KaHPO*, 0,2 g de MgS04,.7H 2 0, 1 g/1 de NHUN0 3 et 10 g/1 de 
glucose. 

5. Procede suivant la revendication 4, caracterise 
en ce que ladite souche contient un seul plasmide ayant 

5 un poids moleculaire moyen en poids d 1 environ 100 000 a 
150 000 daltons. 

6. Procede suivant la revendication 4 ou 5, caracte- 
rise en ce qu'il comprend la fermentation de la souche 
Rhlzobium melilotl NCIMB 4047 2. 

10 7. Procede suivant I 1 une quelconque des revendica- 

tions 4 a 6, caracterise en ce que la fermentation est 
effectuee dans un milieu aqueux ' contenant 0,5 a 2 g/1 de 
K 2 HPCU, 0,05 a 0,3 g/1 de MgSCU, 0,8 a 3 g/1 d'extrait de 
levure et 7a 20 g/1 de sucre, a une temperature de 25 a 

15 40°C, ledit sucre etant notamment choisi" parmi le gluco- 
se, le fructose, le saccharose et leurs melanges. 

8. Procede suivant l'une quelconque des revindica- 
tions 4 a 7, caracterise en ce qu'il comprend (i) le 
recueil du milieu de fermentation incube pendant une 

.20 duree appropriee, apres que la population bacterienne ait 
atteint une valeur superieure ou egale a 10 9 bacteries/ 
ml, puis (ii) l f isolation du compose polymere de l f acide 
glucuronique . 

9. Souche bacterienne appartenant a 1 1 ensemble des 
25 Rhlzobium, caracterisee en ce qu'il s'agit de la souche 

Rhlzobium melilotl NCIMB 40472. 

10. Utilisation du compose polymere de l'acide glucu- 
ronique selon l'une quelconque des revendications 1 a 3, 
notamment dans le domaine aliment aire, pharmaceutique en 

30 therapeutique humaine ou veterinaire, cosmetique ou de 
l'epuration des eaux, en particulier en tant que moyen 
gelifiant, epaississant , hydratant, stabilisant, chela- 
tant ou floculant. 

11. Utilisation du compose polymere de l'acide glucu- 
3 5 ronique selon l'une quelconque des revendications 1 a 3, 
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pour la fabrication de fibres ou fils polyglucuroniques . 

12. Utilisation du compose polymere de l f acide glucu- 
ronique selon l'une quelconque des revendications 1 a 3, 
dans la preparation de composes oligosaccharides D-poly- 

5 glucuroniques a enchainement p(l-4). 

13. Compose oligosaccharide, caracterise en ce qu'il 
est obtenu par hydrolyse, notamment acide ou enzymatique, 
d'un compose polymere de 1' acide glucuronique selon l ! une 
quelconque des revendications la 3, et en ce qu'il a— un , 

10 ti&gre de polymerisation notamment compris entre 2 et 100 
et de preference compris entre 5 et 20. 
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